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(57) Abstract 

The invention concerns the use of a polypeptide compris- 
ing at least 6 continuous amino acids of the sequence as shown in 
the sequence identifiers 1 to 5 as cell receptor and/or co-receptor 
of adenoviruses. It also concerns the use of a cell capable of 
expressing such a polypeptide and that of a ligand capable of 
influencing the binding of an adenovirus to a host cell and/or its 
insertion in said cell. Finally, the invention further concerns a 
method for selecting or identifying a cell receptor of a virus or 
part of a viral protein determining the binding of the virus to its 
cell receptor and the use of a bi-functional ligand for targeting 
an adenovirus towards a host cell bearing on its surface a surface 
protein other than the natural cell receptor of said adenovirus. 

(57) Abreg£ 

La prdsente invention a pour objet P utilisation d'un 
polypeptide comprenant au moins 6 acides amines continus de la 
sequence telle que montree dans les identificateurs de sequence 
1 a 5 a titre de recepteur et/ou co-rdcepteur cellulaire des 
adenovirus. Elle conceme egalement l'utilisation d'une cellule 
capable d'exprimer un tel polypeptide ainsi que celle d'un ligand 
capable d'influencer Tattachement d'un adenovirus a une cellule 
hdte et/ou son entree au sein de ladite cellule hdte. Enfin, elle a 
egalement trait a une mfithode pour selectionner ou identifier un 
recepteur cellulaire d'un virus ou la partie d'une protdine virale 
determinant l'attachement du virus a son recepteur cellulaire 
ainsi qu'a l'utilisation d'un ligand bifonctionnel pour cibler 
un adenovirus vers une cellule hdte portant a sa surface une 
prot6ine de surface autre que le recepteur cellulaire naturel dudit 
adenovirus. 
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UTILISATION D'UN POLYPEPTIDE A TITRE DE 
RECEPTEUR CELLULAIRE DES ADENOVIRUS 

La presente invention a pour objet l'utilisation de tout ou partie d'un antigene 
5 du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I et/ou d'un module de type III de 
la fibronectine pour permettre ou faciliter Tattachement d'un adenovirus sur une 
cellule hote et/ou son entree au sein de celle-ci. L'invention vise egalement 
l'utilisation d'un ligand capable de moduler l'infectivite d'un adenovirus vis a vis d'une 
cellule hote, mediee par Tun ou l'autre des polypeptides cites ci-dessus. Enfin, 

10 l'invention conceme une methode de biorpaillage pour identifier ou seiectionner un 
recepteur cellulaire d'un adenovirus ou un de ces ligands, notamment d'origine virale. 

Les adenovirus sont des virus a ADN d'un large spectre d'hote. lis ont ete 
mis en evidence dans de nombreuses especes animales et peuvent infecter divers 
types cellulaires. De nombreux serotypes ont ete caracterises au sein de chaque 

15 espece qui presentent une organisation genomique et un cycle infectieux 
comparables. D'une maniere generate, le genome adenoviral est constitue d'une 
molecule d'ADN lineaire, bicatenaire et d'environ 36kb contenant les genes codant 
pour les proteines virales et a ses extremites deux repetitions inversees (designees 
ITR) intervenant dans la replication et la region d'encapsidation. 

20 Les adenovirus se repliquent dans les noyaux des cellules infectees. Le cycle 

infectieux se deroule en 2 etapes. La phase precoce precede l'initiation de la 
replication et permet de produire les proteines precoces regulant la replication et la 
transcription de 1'ADN viral. Ces etapes sont suivies de la phase tardive au cours de 
laquelle sont synthetisees les proteines structurales qui constituent les particules 

25 virales. L'assemblage des nouveaux virions prend place dans le noyau. Dans un 
premier temps, les proteines virales s'assemblent de maniere a former des capsides 
vides de structure icosaedrique, dans lesquelles 1'ADN adenoviral est encapside. Les 
particules virales sont liberees et susceptibles d'infecter d'autres cellules permissives. 
A cet egard, la fibre et le penton base presents a la surface des capsides jouent un 
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role critique dans 1'attachement cellulaire des virions et leur internalisation. 

L'adenovirus se lie a la surface des cellules permissives par l'intermediaire de 
la fibre trimerique et d'un recepteur cellulaire jusqu'a present, non identifie. Puis, la 
particule est intemalisee par endocytose par liaison du penton base aux integrines 
5 cellulaires ot v P3 et a v p 5 (Belin et Boulanger, 1993, J. Gen. Virol. 74, 1485-1497 ; 
Mathias et al., 1994, J. Virol. 68, 631 1-6814 ; Nemerow et al., 1994, Trends Cell. 
Biol. 4, 52-55 ; Wickham et al, 1993, Cell 73, 309-3 19 ; Wickham et al., 1994, J. 
Cell Biol. 127, 257-264). La fibre d'Ad2 comporte 580 acides amines (aa) dont la 
sequence est divulguee dans Herisse et al. (1981, Nucleic Acid Res, 9, 4023-4042). 
10 Celle d'Ad 5 presente 582 acides amines (Chroboczek et Jacrot, 1987, Virology 161, 
549-554). Sa masse moleculaire est de 62 kDa, mais la fibre native se comporte 
comme une molecule de 160-180 kDa confirmant son assemblage sous forme d'un 
trimere. 

La fibre est composee de 3 domaines (Chroboczek et al., 1995, Current Top. 
15 Microbiol. Immunol. 199, 165-200) : 

(1 ) En N-terminal, la "queue" tres conservee d'un serotype a I'autre, interagit avec 
le penton base et assure l'ancrage de la molecule dans la capside. 

(2) La "tige" est une structure en batonnet de longueur variable selon les 
serotypes. Par exemple, la tige de la fibre d'Ad5 contient 22 repetitions d'un motif 

20 de 15 residus qui pourraient adopter une conformation en feuillet p. Le nombre de 
ces repetitions differe d'un serotype a I'autre, ce qui explique les variations de 
longueur. 

(3) Enfm, a l'extremite distale de la tige, la "tete" ou sphericle terminale est une 
structure globulaire contenant les signaux de trimerisation (Hong et Engler, 1996, 

25 J. Virol. 70, 7071-7078 ; Novelli et Boulanger, 1991, J. Biol. Chem. 266, 9299-9303 
; Novelli et Boulanger, 1991, Virology 185, 365-376). La plupart des donnees 
experimentales montrent que c'est le domaine de la tete qui est responsable de la 
liaison aux cellules permissives (Krasnykh et al., 1996, J. Virol. 70, 6839-6846). 

(4) La complexite de Tattachement adenoviral laisse supposer qu'il serait serotype 
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dependant et que plusieurs proteines cellulaires pourraient y participer. En ce qui 
concerne l'Ad2, Hong et Boulanger (1995, EMBO J. 14, 4714-4727) ont identifie 
un certain nombre de motifs peptidiques trouves dans plusieurs proteines cellulaires 
de surface susceptibles d'interagir avec les proteines capsidaires (penton base et 
5 fibre), en particulier les modules de type III S et 14 de la fibronectine humaine. Les 
auteurs ont opere par immobilisation sur un support inerte du penton base ou de la 
fibre (ligand) sur laquelle i!s ont fait reagir une bibliotheque de phages exprimant des 
hexapeptides aleatoires (designes phagotopes). Les phages adsorbes, qui en theorie 
expriment des phagotopes interagissant avec un motif porte par la proteine 
10 adenoviral, sont ensuite elues soit classiquement a pH acide ou par competition 
avec l'autre partenaire capsidaire non immobilise (eluant). Cependant, ie recepteur 
celluiaire des adenovirus et la region de la tete precisement impliquee dans la liaison 
au recepteur n'ont a ce jour pas encore ete clairement identifies. 

On a maintenant procede a une nouvelle technique de "biorpaillage" (pour 
1 5 biopanning en anglais) dans laquelle le ligand immobilise est constitue par Ie domaine 
de la tete de la fibre d'Ad5 et l'eluarit par un anticorps neutralisant dirige contre cette 
derniere et isole deux classes de phagotopes selon l'anticorps mis en oeuvre. La 
premiere correspond a une sequence conservee au sein du domaine a-2 des 
antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I (a-2 MHC-I) et la 
20 seconde a une sequence retrouvee dans les modules III de la fibronectine humaine 
(FNIII); Les donnees reportees dans les exemples qui suivent, soutiennent 
I'hypothese que le a-2 MHC-I constitue Ie recepteur primaire des adenovirus de 
serotypes C et confirment la participation des FNIII a titre de co-recepteur ou co- 
facteur. On a egalement mis en evidence les regions de ces deux recepteurs et de la 
25 fibre interagissant Tunc avec l'autre. En outre, -on a genere un peptide antagoniste 
reproduisant le motif du domaine a-2 MHC-I qui neutralise I'attachement des 
adenovirus et un peptide agoniste reproduisant les motifs FNIII qui stimule 
Tattachement. 

Cest pourquoi la presente invention a pour objet I'utilisation d'un polypeptide 
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comprenant une sequence en acides amines homologue ou identique a au moins 6 
acides amines continus de la sequence telle que montree ; 

(a) dans la SEQ ID NO: 1 commencant avec le residu leucine cn position 1 et 
finissant avec le residu glutamine en position 25, 
5 (b) dans la SEQ ID NO: 2 commencant avec le residu asparagine en position 1 et 
finissant avec le residu asparagine en position 26, 

(c) dans la SEQ ID NO: 3 commencant avec le residu valine en position 1 et 
finissant avec le residu asparagine en position 25, 

(d) dans la SEQ ID NO: 4 commencant avec le residu serine en position 1 et 
10 finissant avec le residu arginine en position 25, et/ou 

(e) dans la SEQ ID NO: 5 commencant avec le residu asparagine en position 1 et 
finissant avec le residu serine en position 25 ; 

pour permettre ou faciliter 1'attachement d'un adenovirus a une cellule hote et/ou 
l'entree dudit adenovirus au sein de ladite cellule hote. 

15 Aux termes de la presente invention, on entend par "polypeptide" toute 

molecule constitute par un enchaTnement d'au moins 6 et, de preference d'aU moins 
8, acides amines. Le terme polypeptide comprend aussi bien des molecules 
peptidiques de courte longueur (de 6 a quelques dizaines de residus) que des 
molecules de longueur plus importante (jusqu'a plusieurs centaines de residus), a la 

20 condition toutefois de permettre l'utilisation envisagee. On precise qu'un polypeptide 
en usage dans le cadre de la presente invention peut deriver d'un polypeptide natif 
tel que trouve dans la nature, en particulier chez Thomme, ou d'une partie de celui-ci. 
II peut egalement etre chimere et comprendre des residus supplementaires d'une 
origine quelconque fusionnes en N et/ou C-terminal et/ou inseres de maniere a 

25 former un cadre de lecture ouvert. On peut egalement mettre en oeuvre un mutant 
obtenu par mutation, deletion, insertion et/ou substitution d'un ou plusieurs acides 
amines par rapport aux sequences divulguees dans les identificateurs de sequence 
(SEQ ID). 

Un polypeptide prefere dans le cadre de la presente invention comprend en 
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outre des elements appropries pour assurer son ancrage dans une membrane 
cellulaire ou sa presentation a la surface d'une cellule. De tels elements sont connus 
de rhomme de l'art. A titre indicatif, on mentionne la presence d'un peptide signal 
generalement associe en position N-terminale et d'une region transmembranaire 
5 presentant un degre d'hydrophobicite eleve. Mais on peut egaiement avoir recours 
a d'autres techniques, par exemple chimiques, pour ancrer ou Her un polypeptide a 
une membrane ou une surface cellulaire. 

Par "sequence d'acides amines homologue", on entend une sequence presentant 
un degre d'homologie d'au moins 70 %, de maniere avantageuse, d'au moins 80 %, 

10 de maniere preferee, d'au moins 90 % avec au moins 6 acides amines continus d'une 
des sequences citees. Le terme identique fait reference a 100 % d'homologie. 
L'homme du metier connait les regies generates qui permettent de calculer le degre 
d'homologie entre deux sequences. On procede generalement par alignement des 
sequences eventuellement a l'aide de programmes d'ordinateur specialises. II peut 

15 etre necessaire d'introduire artificiellement des emplacements vacants. Une fois que 
l'alignement optimal est realise, le degre d'homologie est etabli en comptabilisant 
toutes les positions dans lesquelles les acides amines des deux sequences se 
retrouvent a l'identique, par rapport au nombre total de positions. 

Par "attachement d'un adenovirus a une cellule hote", on entend la liaison de 

20 la particule virale a la cellule. Par "entree d'un adenovirus au sein d'une cellule hote", 
on designe la penetration du virus a l'interieur de la cellule hote. L'attachement et/ou 
1'entree sont de preference medie(s) au moins en partie par le(s) polypeptide(s) en 
usage dans le cadre de la presente invention par interaction avec la capside 
adenovirals Bien entendu, d'autres molecules polypeptidiques ou non peuvent 

25 egaiement participer a ces processus reconnus dans le domaine de Tart comme 
complexes et multifactoriels. lis peuvent etre evalues par toute technique de l'art, 
telles que celles decrites ci-apres mettant en oeuvre une lignee cellulaire permissive 
et des particules marquees radioactivement ou exprimant un gene reporter par 
exemple le gene de la luciferase. A 0°C, seul l'attachement peut avoir lieu, la 
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penetration virale necessitant une temperature de 37°C. 

Aux fins de la presente invention, un adenovirus peut etre d'origine humaine 
ou animale (canine, aviaire, bovine...) ou hybride comprenant des fragments de 
genome, Ces virus et leur genome sont decrits dans la litterature (voir par exemple 
5 Graham et Prevec, Methods in Molecular Biology, Vol 7 ; Gene Transfer and 
Expression Protocols ; Ed : EJ. Murray, 1991, The Human Press lnc,, Clinton, NJ). 
On prefere mettre en oeuvre un adenovirus recombinant defectif pour la replication 
et exprimant notamment un gene d'interet therapeutique. Avantageusement, le 
genome adenoviral est modifie par deletion ou mutation de sequences essentielles 
10 a la replication et, en particulier, comprises dans les regions El , E2, E4 et/ou L1-L5 
(voir par exemple la demande internationale WO 94/28152). 

Selon une premiere variante, la presente invention a pour objet I'utilisation d'un 
polypeptide comprenant une sequence en acides amines homologue ou identique a 
au moins 6 acides amines continus de la sequence telle que montree dans la SEQ ID 
15 NO: 1 commen^ant avec le residu leucine en position 1 et finissant avec le residu 
glutamine en position 25. 

De maniere avantageuse, un polypeptide en usage dans le cadre de la presente 
invention comprend une sequence en acide amine homologue ou identique a tout ou 
partie d'un antigene du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I (MHC-I) 
20 et, de preference, de la chaTne lourde de ce dernier. 

Toutes les cellules d'un organisme present-ent sur leur membrane des molecules 
appelees antigenes d'histocompatibilite qui definissent chaque individu. Les genes 
correspondants, plus d'une dizaine, sont localises sur le chromosome 6 chez I'homme 
et presentent un polymorphisme important, ce qui permet d'assurer une grande 
25 variability de ces marqueurs d'identite. II existe deux categories differentes de ces 
antigenes d'histocompatibilite, respectivement de classe I et II, dont la structure et 
les fonctions sont distinctes. Les molecules de classe 1, appelees HLA (pour Human 
Leukocyte Antigen en anglais) interviennent pour presenter les peptides antigeniques 
a la surface cellulaire et jouent un role essentiel dans les reponses immunitaires 
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antivirales exercees par ies lymphocytes T cytotoxiques. 

Les molecules MHC-I sont des heterodimeres composes d'une chaine legere 
non MHC designee J32-microglobuline 02m) et d'une chaTne. lourde codee par les 
genes MHC, liees de maniere non covalente. La chaine lourde est une proteine 
5 membranaire dont la partie N-terminale est orientee a I'exterieur de la cellule alors 
que la portion C-terminale est cytoplasmique. La premiere comprend 3 domaines 
designes al, a2 et a3 d'environ 90 acides amines chacun. Elle est suivie d'une region 
transmembranaire d'environ 25 acides amines puis de la region C-terminale d'une 
trentaine d'acides amines. La plupart des variations entre les produits des differents 
10 alleles sont localisees dans les domaines al et o2, le domaine a3 etant relativement 
conserve d la P2m invariable (pour une revue et la comparison de sequence entre 
les membres des MHC-I, voir Bjorkman et Parham, 1990, Annu. Rev. Biochem. 59, 
253-288). 

Parmi les polypeptides convenant aux fins de la presente invention, on peut 
1 5 titer plus particulierement les antigenes HLA A, B, C, D, E et F ou des polypeptides 
en derivant. 

D'une maniere particulierement avantageuse, ie polypeptide en usage dans le 
cadre de la presente invention comprend une sequence homologue ou identique a 
tout ou partie de la region C-terminaie du domaine a2 de la chaine lourde des MHC- 
20 I et, plus particulierement, a la partie centree sur le residu tryptophane en position 
167, notamment celle s'etendant des residus 156 a 180 (SEQ ID NO: 1). La 
numerotation a laquelle il est fait reference est conforme a celle utilisee par exemple 
dans Bjorkman et Parham (1990, supra). 

Selon une autre variante, un polypeptide en usage dans le cadre de la presente 
25 invention comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a au 
moins 6 acides amines continus de la sequence telle que montree : 

dans la SEQ ID NO: 2 commencant avec le residu asparagine en position 1 et 
finissant avec le residu asparagine en position 26, 

dans la SEQ ID NO: 3 commencant avec le residu valine en position 1 et 
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finissant avec le residu asparagine en position 25, 

dans la SEQ ID NO: 4 commen^ant avec le residu serine en position I et 
finissant avec le residu arginine en position 25, et/ou 

dans la SEQ ID NO: 5 commen<?ant avec le residu asparagine en position 1 et 
5 finissant avec le residu serine en position 25... 

Un polypeptide prefere comprend une sequence en acides amines homologue 
ou identique a la fibronectine et, en particulier, a Tun au moins de ses modules de 
type HI et, notamment, aux modules FNIII 1, 4, 5 et/ou 14. Bien entendu, il peut en 
comprendre piusieurs. On peut egalement envisager I'utilisation de la fibronectine 
10 humaine ou d'un peptide en derivant, par exemple par mutation ou fragmentation. 
A titre ^'information, la fibronectine codee par un gene unique est une molecule 
intervenant dans les phenomenes d'adhesion et de contact cellulaire. Sa sequence et 
ses caracteristiques sont decrites dans la litterature accessible a I'homme du metier 
(voir en particulier Bork et Doolittle, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 8990- 
15 8994 et Dickinson et ah, 1994, 236, 1079-1092). Elle est composee de 14 modules 
dits de type III (numerates de 1 a 14) dont la sequence primaire peut varier mais 
dont la conformation en feuillet P est conservee. 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux, un polypeptide tel 
que defini ci-dessus est plus particulierement destine a permettre ou faciliter 
20 I'attachement d'un adenovirus de serotype C a une cellule hote et/ou son entree dans 
cette derniere. Parmi les adenovirus envisageables, on peut citer plus 
particulierement les serotypes 2 et 5. 

La presente invention concerne egalement une cellule hote capable d'exprimer 
un polypeptide en usage dans le cadre de la presente invention et son utilisation pour 
*5 permettre ou faciliter Tattachement d'un adenovirus a sa surface et/ou I'entrec dudit 
adenovirus. Divers types de cellules hotes peuvent etre consideres. II peut s'agir de 
cellules d'une origine quelconque, par exemple de rnicroorganismes, levures, 
insectes, plantes, animales. On preferera notamment une cellule de mammifere et, en 
particulier, une cellule humaine de type primaire, tumorale ou issue d'une lignee 
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cultivable //; vitro. Elle peut avoir une origine hematopoietique (cellule souche 
totipotente, leucocyte, lymphocyte, monocyte, macrophage...), hepatique, renale, du 
systeme nerveux central, fibroblaste, epitheliale, pulmonaire ou musculaire (myocyte, 
myoblaste, cellule satellite, cardiomyocyte...). Une cellule particulierement preferee 
5 est ou derive de la lignee 293 etablie a partir. de cellules de rein embryonnaire par 
integration de la region adenoviral El (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59- 
72). On indique que l'expression d'un ou plusieurs polypeptides en usage dans le 
cadre de la presente invention a la surface d'une cellule hote n'exprimant pas 
habituellement les MHC-I et/ou la fibronectine devrait permettre son infectivite par 
10 un adenovirus. Elle pourrait etre utiiisee comme nouvelle cellule productrice de 
vecteurs adenoviraux. On peut egalement envisager le cas d'une surexpression dans 
une cellule exprimant natureliement ledit polypeptide. Une lignee de surexpression 
derivant de la lignee 293 devrait permettre d'ameliorer les rendements de production 
d'un adenovirus d'interet. Bien entendu, le polypeptide en usage dans le cadre de la 
15 presente invention peut etre associe a la cellule par des moyens chimiques ou par 
I'intermediaire d'un ligand reconnaissant une proteine de surface celiulaire. Mais, on 
peut egalement envisager une expression par les techniques de l'ADN recombinant. 
Un tel mode de realisation est a la portee de I'homme de i'art. A titre indicatif, la 
sequence nucieotidique codant pour le polypeptide en question peut etre isolee (par 
20 les techniques standards de PCR ou clonage) ou synthetisee chimiquement avant 
d'etre inseree dans un vecteur d'expression conventionnel sous le controle d'elements 
de regulation appropries, le vecteur etant introduit dans la cellule hote par toute 
technique de l'art. La cellule hote en usage dans le cadre de la presente invention 
peut egalement etre modifiee de maniere a complementer un adenovirus defectif par 
25 transfection de fragment(s) approprie(s) de genome adenoviral. 

La presente invention a egalement pour objet ('utilisation d'un ligand capable 
d'influencer 1'attachement d'un adenovirus a une cellule hote et/ou son entree au sein 
de cette derniere medies par un polypeptide tel que defini ci-dessus. Le ligand en 
usage dans l'invention peut etre de nature quelconque. On peut citer par exemple les 
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peptides, les hormones, les anticorps ou leurs derives et, notamment, les anticorps 
simple chaine de type scFv (pour single chain fragment variable en anglais) et les 
recepteurs solubles depourvus de leur region transrnembranajre. En particulier, un 
tel ligand peut deriver d'un polypeptide en usage dans la presente invention. 
5 Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, le ligand peut avoir une 
influence negative (antagoniste) ou positive (agoniste). De preference, un ligand 
prefere presente une constante de dissociation a i'egard de l'adenovirus comprise 
entre 0,01 et 100 nM, avahtageusement entre 0, 1 et 50 nM et, de maniere tout a fait 
preferee, entre 0,5 et 10 nM. 
10 Dans le cas d'un antagoniste, I'interaction du ligand avec ia fibre permettra de 

diminuer ou inhiber les processus d'attachement et/ou d'entree d'un adenovirus. Dans 
ce contexte, un ligand particulierement prefere est base sur un polypeptide tel que 
defini dans la SEQ ID NO: 1. A titre d'exemple, on peut citer un polypeptide 
comprenant une sequence en acides amines homologue ou identique a au moins 6 
1 5 acides amines continus compris dans la sequence telle que montree dans la SEQ ID 
NO: 6 commenpant avec le residu arginine en position 1 et finissant avec le residu 
arginine en position 20. On preferera avoir recours au peptide designe MH20 dans 
les exemples qui suivent. 

Dans le cas d'une influence positive, le ligand en usage dans le cadre de la 
20 presente invention est utilise pour permettre bu stimuler l'attachement et/ou l'entree 
des adenovirus. Un ligand convenant aux fins de I'invention comprend une sequence 
en acides amines homologue ou identique a au moins 6 acides amines continus de 
la sequence telle que montree dans la SEQ ID NO: 7 commensant avec le residu 
arginine en position 1 et finissant avec le residu serine en position 20. Un exemple 
25 prefere consiste en le peptide designe ci-apres FN20. 

La presente invention a egalement trait a un ligand comprenant une sequence 
en acides amines homogue ou identique a au moins 6 acides amines continus de la 
sequence telle que montree dans la SEQ ID NO: 6 ou 7. 

Mais, il peut egalement s'agir d'un ligand d'origine adenovirale. Selon ce mode 
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de realisation, un ligand prefere derive de la fibre d'un adenovirus, en particulier, de 
la partie de la tete interagissant avec les polypeptides precites. Un motif peptidique 
choisi dans cette region devrait done influencer l'infectivite des adenovirus a l'egard 
d'une cellule hote exprimant le polypeptide. Ayantageusement, on a recours a un 
5 ligand recouvrant les residus 438 a 486 de la fibre d'un adenovirus. Plus 
particulierement, un ligand d'un polypeptide tel que defini par la SEQ ID NO: 1 
derive de preference d'un Ad5 et comprend une sequence en acides amines 
homologue ou identique a au moins 6 acides amines continus de la sequence telle 
que montree dans la SEQ ID NO: 8, debutant a Pacide amine leucine en position 1 

10 et se terminant a 1'acide amine acide aspartique en position 1 8. Un ligand egalement 
envisageable peut deriver de la fibre d'un adenovirus de serotype 2 et comprendre 
une sequence en acides amines homologue ou identique a au moins 6 acides amines 
de la sequence telle que montree dans la SEQ ID NO: 9 debutant au residu threonine 
en position 1 et se terminant au residu valine en position 16. 

1 5 Le ligand d'un polypeptide tel que defini par les SEQ ID NO: 2 a 5 est plus 

particulierement caracterise par une sequence en acides amines homologue ou 
identique a au moins 6 acides amines de la sequence telle que montree dans la SEQ 
ID NO: 10 debutant au residu leucine en position 1 et se terminant au residu 
threonine en position 14 (Ad5) ou dans la SEQ ID NO: 11 debutant au residu 

20 asparagine en position 1 et se terminant au residu asparagine en position 13 (Ad2). 

La presente invention a egalement pour objet ('utilisation d'un ligand selon 
l'invention, pour la preparation d'un medicament destine a inhiber ou diminuer une 
infection par un adenovirus. Dans ce contexte, on preferera 1'usage d'un ligand 
antagoniste dans un but therapeutique ou prophylactique. L'utilisation d'un ligand 

25 selon l'invention, de preference agoniste, convient a la preparation d'un medicament 
destine a favoriser ou faciliter une infection par un adenovirus, et, en particulier, d'un 
adenovirus recombinant porteur d'un gene therapeutique a visee de therapie genique 
(curative) ou anti-virale (SID A) ou anti-cancereuse. Un tel medicament trouve son 
utilite par exemple en association avec les traitements de therapie genique afin 
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d'ameliorer l'infection virale chez un patient traite par un adenovirus recombinant. 
On peut envisager une voie d'administration parenteral, orale ou encore par aerosol. 
L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs fois 
apres un certain delai d'intervalle. Le dosage et la formulation appropries varient en 
5 fonction de differents parametres, par exemple de 1'individu, de la maladie a traiter, 
de Peffet desire, de la voie d'administration ou encore de I'adenovirus en cause. 

La presente invention concerne egalement une methode pour selectionner ou 
identifier un recepteur cellulaire d'un virus dans un echantillon approprie, 
comprenant : 

10 (a) rimmobilisation sur un support inerte d'un reactif d'origine virale comprenant 
tout ou partie d'une proteine de surface dudit virus determinant son attachement au 
recepteur cellulaire, 

(b) 1'incubation pendant un temps determine avec l'echantillon, 

(c) Telution de l'echantillon retenu a I'etape (b) avec tout ou partie d'un anticorps 
1 5 dirige contre ledit reactif d'origine virale, et 

(d) 1'analyse de l'echantillon elue a I'etape (c). 

Le support inerte peut etre sans limitation sous une forme quelconque (cone, 
tube, puits, billes ou analogues) et d'un materiau quelconque (naturel, de synthese 
tels que les polymeres, modific chimiquement ou non...) ( La fixation du reactif sur 

20 le support inerte peut etre realisee de maniere directe ou indirecte. De maniere 
directe, on procedera de preference par adsorption c'est a dire de maniere non 
covalente bien que 1'etablissement de liaisons covalentes puisse egalement etre 
considers De maniere indirecte, on peut fixer prealablement un compose anti-reactif 
capable d'interagir avec le reactif de fa9on a immobiliser l'ensemble sur le support 

25 inerte. Selon un mode de realisation avantageux, l'echantillon est constitue par une 
bibliotheque dite aleatoire et, en particulier d'expression (fragments genomiques, 
cADN) ou peptidique ou, de maniere preferee, de phages exprimant des motifs 
peptidiques (phagotopes). De telies bibliotheques sont decrites dans la litterature ou 
accessibles commercialement. Dans le but de selectionner ou identifier un recepteur 
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cellulaire d'un adenovirus, on met de preference en oeuvre a titre de reactif d'origine 
virale, tout ou partie de la fibre et, notamment, de la tete d'un adenovirus et, a titre 
d'eluant, un anticorps anti-fibre neutralisant (inhibiteur de I'attachement du virus a 
la surface de la cellule hote). La fibre ou ses fragments peuvent etre produits par 
5 voie recombinante et les anticorps par la technique d'hybridome ou par genie 
genetique (production d'anticorps simple chaine scFv, Fab...)- On indique que la 
plupart des anticorps anti-fibre sont neutralisants. L'analyse est realisee par 
comparaison de la sequence de Techantillon elue avec les banques de donnees. Une 
telle analyse est a la portee de l'homme de l'art. 

1 0 Enfin, la presente invention vise egalement une methode pour seiectionner ou 

identifier la partie d'une proteine virale determinant l'attachement d'un virus a un 
recepteur cellulaire dans un echantiilon approprie, comprenant : 
(a) l'immobilisation sur un support inerte de tout ou partie d'un anticorps dirige 
contre ladite proteine virale, 

15 (b) l'incubation pendant un temps determine avec ledit echantiilon, 

(c) l'elution de 1'echantillon retenu a I'etape (b) avec un reactif d'origine virale 
comprenant tout ou partie de ladite proteine virale, et 

(d) l'analyse de 1'echantillon elue a I'etape (c). 

Les modes de realisation specifiques cites precedemment peuvent egalement 
20 s'appliquer dans ce contexte. 

La presente invention a egalement pour objet ('utilisation d'un ligand 
bifonctionnel pour le ciblage d'un adenovirus vers une proteine de surface cellulaire 
autre que le recepteur cellulaire nature! dudit adenovirus, ledit ligand bifonctionnel 
comportant une premiere partie ligand capable d'interagir avec la fibre dudit 
25 adenovirus, une deuxieme partie ligand capable d'interagir avec ladite proteine de 
surface cellulaire et, eventueilement, un espaceur entre lesdites premiere et deuxieme 
parties ligand. 

Au sens de la presente invention, un ligand bifonctionnel est capable d'interagir 
avec deux entites differentes I'une de preference situee a la surface d'un adenovirus 
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et l'autre a la surface d'une cellule hote, au niveau d'une proteine de surface cellulaire 
autre que le recepteur cellulaire naturel dudit adenovirus. Par ailleurs, les deux 
parties Iigands peuvent etre eventuellement separees par un espaceur comprenant de 
1 a une quinzaine d'acides amines, de preferences no n charges. Bien entendu, 1'ordre 
5 des entites n'a pas d 1 importance, le domaine interagissant avec la proteine 
adenovirale pouvant etre en N ou en C-terminal du ligand bifonctionnel, la position 
C-terminale etant preferee. ^utilisation d'un tel ligand bifonctionnel permet de cibler 
un adenovirus vers une cellule hote d'interet, par exemple une cellule tumorale, une 
cellule infectee, un type cellulaire particulier ou une categorie de cellules portant un 
10 marqueur de surface specifique. Apres liaison dudit ligand bifonctionnel a la proteine 
de surface cellulaire, Tentite reconnaissant la proteine adenovirale est exposee, ce 
qui devrait creer des «leurres» de recepteurs viraux du meme type que les recepteurs 
primaires (domaine a2 des MHC-I) et creer ou augmenter Je nombre de recepteurs 
primaires d'adenovirus a la surface de la cellule hote. 
1 5 De preference, la partie ligand interagissant avec la fibre adenovirale presente 

les caracteristiques du ligand defini precedemment, elle est notamment derivee du 
domaine a2 du MHCI et comprend de preference une sequence en acides amines 
homologue ou identique a au moins 6 acides amines continus compris dans la SEQ. 
ID NO: 6. De maniere encore plus preferee, elle est constitute par le peptide MH20 
20 (SEQ ID NO: 6). 

Pour ce qui est de la partie ligand interagissant avec la proteine de surface 
cellulaire, celle-ci est adaptee a la cellule hote que I'on desire cibler. S'agissant d'une 
cellule infectee par le virus HIV (Human Immunodeficiency Virus), le ligand peut 
etre un fragment d'anticorps contre la fijsine, le recepteur CD4 ou contre une 
25 proteine virale exposee (glycoproteine d'enveloppe) ou encore la partie de la 
proteine TAT du virus HIV s'etendant des residus 37 a 72 ; (Fawell et al. 1994, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 664-668). S'agissant d'une cellule tumorale, le choix 
se portera sur un ligand reconnaissant un antigene specifique de tumeur (MUC-1 
dans le cas du cancer du sein, antigenes du papilloma virus HPV ... etc) ou 
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surexprime (recepteur a l'IL-2 surexprime dans certaines tumeurs lymphoYdes). Si 
Ton desire cibler les lymphocytes T, on peut employer un ligand du recepteur de 
cellule T. Par ailleurs, la transferrine est un bon candidal pour un ciblage hepatique. 
On peut egalement citer le peptide EGF (abreviation de Epidermal Growth Factor) 
5 permettant le ciblage vers les cellules exprimant le recepteur a I'EGF ou le peptide 
GRP (pour Gastrin Releasing Peptide) de sequence GNHWAVGHLM (Michael et 
al., 1995, Gene Then 2, 660-668) se liant au recepteur cellulaire GRP. D'une 
maniere generate, les ligands qui peuvent etre utilises dans le contexte de 1'invention 
sont largement decrits dans la litterature. 

10 Un ligand bifonctionnei en usage dans le cadre de la presente invention peut 

etre obtenu par les techniques de TADN recombinant, par synthese ou par couplage 
chimique des deux parties ligands en question. De preference, Tadenovirus a cibler 
est recombinant et porte un gene cytotoxique ou capable d'induire Tapoptose 
cellulaire. De tels genes sont parfaitement connus. On peut citer en particulier le 

15 gene codant pour la thymidine kinase du virus HSV-l (Virus de l'herpes simplex de 
type 1). 

A titre d'exemples preferes, on peut citer un ligand bifonctionnei comprenant 
le peptide MH20 et le GRP. Les domaines peptides MH20 et GRP peuvent etre 
orientes de fagon inversee : respectivement MH20-GRP lorsque le MH20 est en 

20 position N-terminale et GRP-MH20 lorsque le MH20 est en position C-terminale. 
Un autre mode de realisation met en oeuvre un ligand ayant une entite MH20 et une 
entite anticorps de type ScFv (Single Chain Fv fragment). Selon un mode de 
realisation particulierement prefere. ledit ligand bifonctionnei comprend une 
sequence en acides amines homologue ou identique a tout ou partie de la sequence 

25 telle que montree : 

(i) dans la SEQ ID NO: 22 debutant au residu arginine en position 1 et finissant 
avec !e residu methionine en position 35, ou 

(ii) (ii) dans la SEQ ID NO: 23 debutant au residu lysine en position 1 et 
finissant avec le residu arginine en position 35. 
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La presente invention conceme egalement un ligand bifonctionnel tei que defini 
ci-avant et, en particulier, les ligands GRP-MH20 ou MH20-GRP. Le ligand GRP- 
MH20 est particulierement prefere. 

La presente invention a egalement pour objet une cellule portant a sa surface 
5 un tei ligand bifonctionnel. L'avantage d'une telle cellule est d'augmenter le nombre 
de recepteurs primaires de type MHCl-a2. Ladite cellule est avantageusement une 
cellule de mammifere d'une origine quelconque (voir ci-dessus). II s'agit de 
preference d'une cellule de complementation d'un adenovirus defectif de la fonction 
El et eventuellement d'une autre fonction (E2, E4, E2 et E4, etc., voir la demande 
10 W094/28152). Un exemple prefere est la lignee 293. Elle peut etre generee par les 
techniques de TADN recombinant (expression du ligand bifonctionnel au moyen 
d'un vecteur approprie comportant les elements permettant l'expression a la surface 
cellulaire, par exemple sequence signal et/ou region transmembranaire), par liaison 
chimique covalente ou non ou par simple interaction entre la cellule et le ligand. 
15 La presente invention est illustree par reference aux figures suivantes : 

La Figure 1 presente les phagotopes obtenus apres biorpaillage utilisant 
l'anticorps 1D6.3 (a) ou 7A2.7 (b) a titre de ligand. Les motifs peptidiques des 
phagotopes sont alignes par rapport a la sequence de la tete d'AdS (le residu 
methionine initiateur de la fibre representant le +1. Les regions formant des 
20 structures feuillets P (Xia et al., 1994, supra) sont soulignees et indiquees par (D), 
(E) et (F). Les residus identiqucs ou conserves dans les sequences sont indiques en 
gras. 

La Figure 2 presente les phagotopes obtenus apres biorpaillage utilisant (a) 
l'anticorps 7A2.7 ou (c) 1D6.3 a titre d'eluant, (b) et (d) les sequences consensus 
25 determinees a partir des phagotopes (a) et (c) respectivement ainsi que les sequences 
homologues trouvees par analyse de la banque de donnees SWISS PROT Les 
residus conserves a des positions analogues sont indiques en gras. 

La Figure 3 illustre l'expression du gene luciferase dans les cellules HeLa 
infectees avec le virus Ad5Luc3 a une MOI constante (0,16 ffii/10 5 cellules). 
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(O) |'Ad5Luc3 est ajoute aux cellules rcfroidies a 0°C en presence de molarites 
croissantes de peptide (a) FN20 (0 a 500 jiM) ou (b) MH20 (0 a 50 |iM). Les 
temoins correspondent a l'incubation des peptides apres l'attachement de I*Ad5Luc3 
(A) ou apres 1'endocytose (□). 
5 La Figure 4 illustre I'expression du gene luciferase dans les cellules Daudi- 

HLA- (•) ou Daudi-HLA+ (O) infectees avec des concentrations croissantes 
d'Ad5Luc3 (0,3 a 150 ffu/10 5 cellules). L*Ad5Luc3 est mis en contact des cellules 
pre-refroidies a 0°C pendant 1 h afin de permettre l'attachement viral mais pas 
I'entree. L'activite luciferase est evaluee apres 18 h de culture a 37°C. Les vaieurs 
1 0 RLU representent la moyenne de trois experiences separees. 

La Figure 5 illustre le principe de la methode du ligand bifonctionnel mimant 
les recepteurs primaires de 1 'adenovirus. 

La Figure 6 represente l'activite enzymatique luciferase en fonction de la MOI 
d'Ad5Luc3 sur les cellules NIH (a), Swiss 3T3 (b) et HeLa (c). 



15 



EXEMPLES 

Les cellules HeLa (ATCC CCL2) sont cultivees en monocouches selon les 
techniques de l'art. On utilise de preference un milieu DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium ; Gibco) contenant 10 % de serum de veau foetal (FCS) inactive a 

20 la chaleur, de la L-glutamine et des antibiotiques habituels. Les cellules Daudi HLA- 
(ATCC CCL213) et HLA+ (Quillet et al., 1988, J. Immunol. 141, 17-20) sont 
maintenues dans du milieu RPMI 1640 (Gibco) supplemente avec 15 % de FCS. 

L'Ad5 sauvage et TAd5Luc3 recombinant sont propages dans les cellules HeLa 
par les techniques standards. A titre indicatif, Ad5Luc3 est un adenovirus competent 

25 pour )a replication qui contient le gene luciferase place sous le controle du 
promoteur precoce du virus SV40 (Virus simien 40) insere dans la region E3 du 
genome adenoviral (Mittal et al., 1993, Virus Research 28, 67-90). 



EXEMPLE 1 



Production d'anticorps monoclonaux (mAb^ capable d'inhiber 
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1'attachement de 1'AdS aux cellules permissives. 

Les mAbs murins 1D6.3 et 7A2.7 ont ete generes par les techniques classiques 
en injectant la tete de la fibre d'AdS produite dans les bacteries par voie 
5 recombinante (Henry et aL, 1994, J. Virol 68, 5239-5246 ; Douglas et al., 1996, 
Nature Biotech 14, 1574-1578) a des souris Baib/C. La fusion et Tobtention de 
clones d'hybridomes sont des techniques conventionnelles a la portee de I'homme de 
Tart. Les clones secretant sont selectionnes par leur reconnaissance de I'antigene qui 
a servi a rimmunisation en ELISA. On indique qu'ils presentent une activite 
10 neutralisante a I'egard des virions (Michael et al., en preparation). 

Sero-reaciivite des anti corps monoclonattx 1D6.3 et 7A2, 7. 

La reactivate des anticorps est testee a I'egard du domaine de la tete de la fibre 
de 3 serotypes differents (Ad2, Ad5 et Ad3) prepare par voie recombinante. Les 

15 sequences correspondantes sont isolees par PCR (Polymerase Chain Reaction) a 
partir d'ADN genomique viral puis introduces dans le virus AcNPV (Autographa 
californica Nuclear Polyhedrosis Virus) sous le controle du promoteur polyhedrine 
(Luckowet Summer, 1989, Virology 170, 31-39). Les proteines recombinantes sont 
exprimees dans les cellules d'insecte Sf9 (Spodop/era fntgiperda). La technologie 

20 generale est detaillee dans Karayan et al. (1994, Virology 202, 782-796) et Novelli 
et Boulanger (1991, Virology 185, 365-376). Plus precisement, les sequences Ad5 
portant le dernier motif repete de la tige suivi de la tete de la fibre, sont donees a 
l'aide des amorces representees aux SEQ ID NO: 12 et 13. Lamorce sens 
correspond aux nucleotides 32 164 a 32205 du genome Ad5 (Chroboczek et Jacrot, 

25 1987, Virology 161, 549-554), inclut 4 mismatch de maniere a creer un site BamHI 
et a remplacer la threonine en position 388 de la fibre native par un codon ATG 
initiateur. Lamorce antisens correspond aux nucleotides 32919 a 32883 du genome 
Ad5 et permet de creer un site Kpnl pour faciliter les etapes ulterieures de clonage. 
La proteine recombinante recoltee dans les surnageants de cellules Sf9 est designee 
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F5-AT386. La tete de TAd2 est produite a partir du vecteur baculovirus decrit dans 
Louis et al. (1994, J. Virol. 68, 4104-4106). Le produit depression designe F2- 
AT388 debute en position 388 (par remplacement de 1'Ala de la sequence native par 
une Met) et porte, outre le domaine de la tete, le dernier motif repete de la tige. 
5 Enfin, pour les sequences correspondantes de l'Ad3, on utilise une amorce sens 
(SEQ ID NO: 14) con^ue pour introduire un site de clonage Ncol et remplacer les 
codons Asn et Ser en position 124 et 125 par des codons Met et Ala respectivement. 
L'amorce antisens (SEQ ID NO: 15) introduit un site Kpnl. Le produit d'expression 
est designe F3-AT124. 

10 Les cupules d'une plaque ELISA sont recouvertes par la proteine recombinante 

F5-AT386, F2-AT38S ou F3-AT124 sur laquelle on fait reagir le mAb 1D6.3 ou 
7A2.7 puis un anticorps anti-souris marque (par exemple a la phosphatase ou la 
peroxidase). Une reaction positive est observee a Tegard de la proteine recombinante 
F5-AT386 native. Aucune reaction n'est detectee dans les puits contenant la proteine 

1 5 F5-AT386 denaturee au SDS ni ceux contenant les produits F2-AT388 et F3-AT124 
natifs ou denatures. Ces donnees suggerent que ces anticorps reconnaissent un 
epitope conformationnel specifique du serotype C. 

Effei inhibiieur des anticorps monoclonaux Id6.3 et 7A2J sur I'attachement 

20 cellulaire de VAd5. 

On procede a un test de microliaison sur cellules HeLa en culture a Paide de 
virions Ad5 marques a la valine [ I4 C] (actKnte specifique de 2200 a 2500 cpm/ 10 8 
virions) suivi d'une autoradiographic //; situ (Silver et Anderson, 1988, Virology 
165, 377-387). Pour ce faire, les cellules a Tetat de semi confluence sont mises en 

25 presence d'une quantite constante de virions radioactifs (10 3 cpm pour 5x 10 4 
cellules) a une multiplicite d'infection (MOI) de 1000 virions par cellule pendant 1 
h a 0°C en presence demAb 1D6.3 ou 7A2.7 (dilutions au 1:10, 1:8, 1:4 et 1:2 des 
sumageants d'hybridomes respectifs dont la concentration en mAb est estimee a 0,1- 
0,2 pig/ml, ce qui correspond a un exces en mAb par rapport aux virions presents 
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dans l'innoculum de 100, 250, 500 et 1000 respectivement). Les cellules sont ensuite 
lavees en presence de PBS, fixees par 0,1 % de paraformaldehyde dans du PBS, 
sechees et recouvertes par I'emulsion K4 sous forme de gel (Ilford Nuclear 
Research). Apres une exposition d'une semaine et developpement (agent de 
5 developpement D19B, Kodak), les echantillons sont coiores brievement par 0,5 % 
de bleu de toluidine repris dans HoO et examines sous microscope. La densite des 
grains d'argent reduit autour du contour des cellules est representatif du nombre de 
virions [ I4 C] lies a la surface cellulaire. 

En Tabsence de mAb anti-tete ou a une concentration faible (dilution 1:10), un 

10 halo sombre de grains d'argent reduit est visible autour des cellules indiquant une 
adsorption des virions a leur surface. Une reduction du halo dependante de la 
concentration en mAb est observee pour les dilutions 1:8, 1:4 et 1:2. Ces resuttats 
traduisent un blocage de la liaison de la tete adenovirale au recepteur cellulaire 
primaire du aux mAb 1D6.3 et 7A2.7 diriges contre cette partie de la fibre. Une 

1 5 comparaison de la surface des halos pour les memes dilutions montre que l'anticorps 
1D6.3 est plus inhibiteur de l'attachement de I'Ad5 au recepteur cellulaire des HeLa 
que le mAb 7A2.7. 

EXEMPLE 2 : Identification des epitopes des mAb 1D6.3 et 7A2.7. 

20 

Les epitopes de la fibre etant presumes etre conformationnels (Fender et al., 
1995, Virology 214, 1 10-117), la methode classique d'identification des epitopes par 
balayage de peptides n'est pas appropriee. On procede selon une technique de 
biorpaillage derivee de celles decrites par Smith et Scott (1993, Methods Enzymol. 
25 2/7, 228-257) et Hong et Boulanger (1995, EMBO J. 77, 4714-4727). Dans ce cas, 
le mAb 1D6.3 ou 7A2.7 est adsorbe une nuit a 4°C sur une plaque de microtitration 
(Nunc Immunomodule MaxiSorp F8) a une concentration de 1 jag/puits dans un 
tampon carbonate de sodium 0,1 M pH9,6. Les anticorps immobilises sont mis en 
contact d'une bibliotheque de phages exprimant des hexapeptides (phages fUSE5 ; 
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Scott et Smith, 1990, Science 249, 386-390). Dans une seconde etape les phages 
retenus sont elues soit par un tampon d'elution acide conventionnel soit, plus 
selectivement, par competition en presence d'un exces de proteine recombinante F5- 
AT386. Les motifs hexapeptidiques (phagotopes) portes par les phages elues sont 
5 determines par sequen£age de la proteine pill fUSE5 par la methode de Sanger et 
al. (1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 \ 5463-5467). Les homologies de sequences 
avec les phagotopes sont recherchees dans la banque de donnees Swiss Prot et le 
programme FAST A 1 .6 (Pearson et Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 55, 
2444-2448) et les alignements de sequences realisees en utilisant la version W(l;4) 

10 du programme Clustal (Higgins et Sharp, 1988, Gene 73, 237-244). 

Comme le montre la Figure 1, le mAb 1D6.3 retient differents phagotopes dont 
les sequences se chevauchent, et sont homologues a la tete d'Ad5 s'etendant entre 
les residus Val en position 438 et Asp en position 462. En depit d'un certain degre 
de degeneration et de dispersion, on a pu determiner un motif central de sequence 

1 5 LAPIS GTVQSAHLIIRFD correspondant aux acides amines en positions 445 a 462 
(SEQ ID NO: 8). Ce motif est centre sur le residu His en position 456, ce qui 
corrobore la presence d'histidtne dans plusieurs phagotopes independants. De plus, 
trois phagotopes contiennent une histidine proche d'une serine (GISHTG et 
GASHTV) et une sequence homologue est trouvee dans la tete f S3 QS AHLI 458 ). Du 

20 cote N-terminal, la sequence LAPIS est representee dans plusieurs phagotopes sous 
la forme L-P, VAP-S et LIPFNS. 

Les analyses de sequence des 15 phagotopes retenus par le mAb 7A2.7, ont 
mises en evidence la presence d'une proline a 4 reprises, de tryptophane et histidine 
8 fois et l'association dans le meme phagotope de deux residus aromatiques est 

25 trouvee 5 fois. II semble done que l'epitope du mAb 7A2.7 contienne un residu 
proline, tel que celui en position 475 de la fibre, a proximite d'un groupe de residus 
aromatiques, tel que 477 YWNF 480 En outre,- deux phagotopes FWLAVR et 
WALFRS sont homologues au motif 477 YWNFR 481 . Sur la base de ces donnees, 
Tepitope du mAb 7A2.7 a ete cartographie entre les residus 473 et 486 de la fibre 
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Ad5 (SEQ ID NO: 10"). 

En resume, les mAb 1D6.3 et 7A2.7 reconnaissent des segments adjacents de 
15 a 20 aa dans la sequence lineaire de la tete d'Ad5, les residus s'etendant des 
positions 445 a 462 et 473 a 486 respectivement. Selon le modele tridimensionnel 

5 de la tete propose par Xia et al. (1994, Curr. Biol. Structure 2, 1259-1270), les deux 
epitopes occupent des regions continues d'un point de vue spatial. L'epitope du mAb 
1D6.3 recouvre une partie de la boucle CD et du feuillet P D, alors que l'epitope du 
mAb 7A2.7 est localise au niveau du segment adjacent DE et des deux feuillets P E 
et F. L'epitope 1D6.3 se situe a I'interieur d'un feuillet R alors que l'epitope 7A2.7 

10 est oriente plus lateralement par rapport au feuillet R. 

EXEMPLE 3 : Identification des recepteurs cellulaires de l'Ad5 par la technique 
de biorpaillage reverse. 

15 Cette technique est dite reverse par rapport a la precedente puisqu'on utilise 

la fibre comme ligand et le mAb comme eluant. On precede done par immobilisation 
de la tete de la fibre de 1'AdS sur laquelle on fait reagir la bibliotheque de phages 
exprimant des phagotopes hexapeptidiques. Les phages adsorbes peuvent etre elues 
soit par un tampon acide conventionnel soit par le mAb 1D6.3 ou 7A2.7 et la 

20 proteine pill recombinante portant leurs phagotopes respectifs est sequencee. La 
recherche dans les banques de donnees est effectuee comme ci-dessus. Les motifs 
hexapeptidiques identifies sont presentes a la Figure 2. 

Les phagotopes produits par competition avec le mAb 7A2.7 sont presentes 
a la Figure 2a. Leur analyse permet de deriver une sequence consensus (Figure 2b) 

25 qui presente une homologie avec les motifs 1, 3, 5 et 14 du module de type III de 
la fibronectine humaine (SEQ ID NO: 2 a 5) (Main et al., 1992, Cell 7/, 671-678). 
Ces derniers se situent au niveau du feuillet P B et de la boucle adjacente BC du 
module FNIII (Dickinson et al., 1994 ; J. Mol. Biol. 236, 1079-1092). 

Les phagotopes elues apres action du mAb 1D6.3 sont decrits a la Figure 2c. 
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L'ensemble des sequences se chevauchent et permetient de determiner egalement une 
sequence consensus (Figure 2d). La recherche d'homologie avec les sequences 
repertoriees dans les banques de donnees revele une homologie avec la region C- 
terminale du domaine oc-2 de la chaine lourde des molecules MHC de classe I 
5 (MHC-Ia-2) (position 156 a 180) (SEQ ID NO: 1). 

EXEMPLE 4 : Interactions de la fibre adenoviral avec le module FN1II et le 
domaine MHC-Ia-2 

0 L'interaction est etudiee in vitro a Paide d'une proteine chimere issue de la 

fusion C-terminale de la proteine GST (Glutathion S-transferase) a un 
pentadecapeptide RHILWTPANTPAMGY reproduisant la sequence consensus 
homologue au feuillet p B et la boucle BC de FNIII (voir exemple precedent et 
Figure 2b). Pour ce faire, les oligonucleotides presentes aux identificateurs de 

5 sequences 16 et 17 sont hybrides et introduits dans le site Xhol du plasmide pGEX- 
KG (Guan et Dixon, 1991, Anal. Biochem. 192, 262-267). II est a noter que les 
oligonucleotides une fois rehybrides generent un site Xhol a l'extremite 5' si l'insert 
est clone dans l'orientation correcte. Ceci permet d'integrer une seule copie ou de 
multiples copies en tandem au niveau du site Xhol reconstitue. La sequence du 

0 produit de fusion comprenant une copie du pentadecapeptide (designe GST-FNxl) 
peut etre schematisee de la maniere suivante : GST- (site de clivage par la 
thrombine-PGIS-GGGGG-ILDSMGRLE-RHILWTPANTPAMGY(V)-ELKLNS- 
stop. Les constructions GST-FNx2 et GST-FNx3 component respectivement 2 et 
3 repetitions du pentadecapeptide entre les residus LE et EL de la cassette de 

5 clonage. 

Les oligonucleotides sens et antisens (SEQ ID NO: 18 et 19) codant pour la 
sequence consensus obtenue par competition avec le mAb 1D6.3 (Figure 2d) sont 
inseres selon la meme strategic que precedemment a l'extremite C-terminaie de la 
GST pour donner les constructions GST-MHCxl, GST-MHCx2 et GST-MHCx3 
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selon le nombre de motifs presents. Les proteines chimeres GST-FN et GST-MHC 
sont produites dans E. coli, extraites et purifiees par affinite sur des billes d'agarose- 
glutathion (Sigma) selon les methodes conventionnelles (Smith et Johnson, 1988, 
Gene 67, 31-40). 

5 En parallele, les fibres completes des serotypes 2, 3 et 5 sont produites par 

voie recombinante selon la technologie baculovirus/cellules Sf9 deja employee. La 
construction F2-FL582 portant le gene de la fibre Ad2 est decrite dans Novelli et 
Boulanger (1991, Virology 185, 365-376). Les sequences codant pour les fibres Ad5 
et Ad3 sont isolees par PCR en utilisant l'ADN viral a titre de matrice et des amorces 

10 sens et antisens appropriees telles que celles report ees aux SEQ ID NO: 20 et 13 et 
21 et 15. Le segment ampiifie est introduit dans un vecteur baculovirus sous le 
controle du promoteur polyhedrine et le produit d'expression recupere dans les 
sumageants de culture. On obtient F5-FL581 et F3-FL320 correspondant aux fibres 
Ad5 et Ad3 respectivement. 

15 La capacite du module FNIII et du domaine a-2 MHC-I recombinant a Her la 

fibre adenoviral est evaluee par immunotransfert apres incubation /'// vitro des 
proteines de fusion GST-FN et GST-MHC et des fibres recombinantes F2-FL582, 
F5-FL581 et F3-FL320. Les complexes formes sont isoles sur billes d'agarose 
glutathion dans les conditions decrites par Johnson et al. (1995, J. Biol, Chem. 270, 

20 24352-24360) puis analyses sur gel de polyacrylamide de 12,5 % (SDS-PAGE) en 
utilisant un systeme de tampon discontinu (Laemmli, 1970, Nature 227, 680-685). 
Les proteines sont transferees sur membrane de nitrocellulose (0,8 mA/cm 2 ; systeme 
Cambridge Electrophoresis , UK) dans un tampon Tris-HCl 25 mM, glycine 192 
mM, pH8,3 contenant 20 % de methanol; Apres traitement avec une solution de 

25 blocage (lait ecreme 5 %, serum de veau 1 % dans du tampon TBS-T : 20 mM Tris- 
HCl pH7,8, 0,15 M NaCl, 0,05 % Tween 20), la membrane est mise en contact avec 
l'anticorps 4D2.5 (Hong et Engler, 1991, Virology J85, 758-767) puis un conjugue 
anti IgG marque a la peroxydase de raifort. LA revelation par le substrat 
chimiluminescent peroxydase (SuperSignal, Pierce Chemicals) est realisee selon 
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Carriere et al. (1995, J. Virol. 69, 2366-2377) et les luminogrammes (Hyperfilm J3- 
max, Amersham) sont analyses a 610 nm a l'aide d'un densitometre automatique 
(REP-EDC, Helena Laboratories, Beaumont, TX). A titre indicatif, 1'anticorps 4D2.5 
reconnait l'epitope FNPVYP du domaine de la queue conserve chez la plupart des 
5 adenovirus mammiferes. 

GST-FNxl, GST-FNx2 et GST-FNx3 se Iient a F5-AT386 et F2-AT388 avec 
une grande efficacite alors que F3-AT124 est retenu a un moindre niveau. Un 
comportement similaire est observe avec les proteines chimeres GST-MHCxl, GST- 
MHCx2 et GST-MHCx3 qui retiennent F5-AT386 et F2-AT388 avec une efficacite 
1 0 superieure a F3-AT1 24. 

La fibre Ad5 se lie aux proteines de fusion GST-FN et GST-MHC et ceci avec 
une affinite 2 a 3 fois superieure par rapport a la fibre Ad2 et 10 a 15 fois superieure 
par rapport a la fibre Ad3. De plus, l'efficacite de liaison n'est pas dependante du 
nombre de motifs presents dans la proteine de fusion, l'intensite etant comparable et 
15 meme parfois plus faible entre GST-FNxl et GST-FNx3 et GST-MHCxl et GST- 
MHCx3. Ceci peut etre explique par le fait que les motifs en tandem peuvent adopter 
une conformation qui nuit a la liaison. 

EXEMPLE 5 : Influence des peptides svnthetiques derives de FN1H et MHC- 
. 20 Ia2 sur 1'attachement des virus a la surface cellulaire. 

Deux peptides synthetiques reproduisant les motifs FNIII et K4HC-Ia2 ont ete 
synthetises chimiquement et purifies selon les techniques de Tart. FN20 (SEQ ED 
NO: 7) reproduit la sequence consensus des phagotopes elues par 1'anticorps 7A2.7 
25 et MH20 (SEQ ID NO: 6) correspond a celle des phagotopes elues par le mAb 
1D6.3. 

Les peptides FN20 et MH20 sont testes vis a vis de Tattachement de 
Tadenovirus rapporteur Ad5Luc3 a des cellules HeLa cultivees in vitro. Le test est 
realise en partie a 0°C, une temperature qui permet 1'attachement des virus a la 
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surface des cellules permissives mais, en revanche, bloque 1'entree des virus et le 
recyclage des recepteurs. L'Ad5Luc3 (MOI 0,16 pfu/10 5 cellules) est prealablement 
incube avec des quantites croissantes de peptides (0,01 a 500 nM) a temperature 
ambiante pendant 2 heures puis le melange est ajoute a une culture cellulaire placee 
5 sur glace. Apres 1 h a 0°C, les virus non adsorbes et les peptides sont elimines par 
lavage et la culture est poursuivie pendant 18 h a 37°C apres ajout d'un milieu 
prechauffe. Les lysats cellulaires sont prepares de maniere conventionnelle et 
l'activite luciferase exprirnee en RLU (pour Relative Light Units en anglais) est 
determinee (substrat Promega, Madison, WI ; luminometre Lumat LB-9501, 

10 Brethold Bioanalytical, Wildbad, AJlemagne). 

Les resultats de competition avec le peptide FN20 sont presentes a la Figure 
3a. Aucun effet significatif n'est obtenu jusqu'a une molarite de 1 0 [iM puis une 
augmentation progressive de l'activite luciferase apparait au dela de 25 jaM. En 
particulier, l'activite croTt d'un facteur 100 entre 25 et 100 foM. Le peptide FN20 a 

15 done un effet stimulateur de l'attachement viral. II ne confere aucune cytotoxicity 
apparente et n'a pas d'effet negatif sur 1'expression du gene luciferase une fois le virus 
preattache (peptide ajoute a la culture cellulaire apres l'etape d'attachement viral a 
0°C) ou preendocytose (peptide ajoute a la culture cellulaire apres l'etape 
d'attachement et de penetration du virus). 

20 Dans le cas du peptide MH20 (Figure 3b), on observe une legere augmentation 

de Texpression du gene luciferase pour les molarites comprises entre 0,05 et 2,5 \jlM 
(activite 5 a 6 fois plus elevee a 2,5 |-tM). Ce phenomene est suivi d'une diminution 
rapide des niveaux de luciferase lorsque les molarites utilisees sont superieures a 5 
p.M, avec une diminution d'un facteur 100 par rapport au controle a 25 \xM et de 

25 presque quatre ordres de magnitude a 50 (iM, montrant que lie au virus, il bloque 
la fixation au recepteur cellulaire. Comme precedemment, le peptide MH20 a des 
concentrations de 50 [iM ne presente aucun effet cytotoxique et n'influence pas 
1'expression du gene reporter apres le preattachement ou ia preendocytose de 
!'Ad5Luc3. L'inhibition presque totale de l'activite luciferase en presence de 50 [iM 
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de MH20 est le reflet d'une neutralisation complete du virus. 

EXEMPLE 6 : Sero-specificite de la neutralisation virale par les peptides 
svnthetiques. 

5 

Les adenovirus sauvages Ad5, Ad2 Ad3 sont preincubes pendant 2 h a 
temperature ambiante avec le peptide inhibiteur MH20 a une molarite constante (25 
pM), la MOI variant de 0,2 a 2 pfu/cellule. Le melange est mis en presence des 
cellules HeLa pendant 1 h a 0°C et la culture poursuivie a 37°C apres elimination des 

10 virus non adsorbes dans les memes conditions que celles decrites ci-dessus. Le 
niveau de synthese de 1'hexon, de la proteine 100k, du penton base est de la fibre est 
estime par immunotitration (Wohlfart, 1 988, 1 Virol. 62, 2321-2328) sur les extraits 
cellulaires recueillis 48 h apres Tinfection. 

Uinfection des cellules HeLa par TAd5 ou TAd2 a une MOI de 0,2 a 2 

1 5 pfu/cellule en presence de 25 |oM de MH20 pendant la phase d'attachement du virus, 
est suivie d'une inhibition de la synthese des proteines de la capside virale hexon, 
proteine 100 k, penton base et fibre 48 h apres Tinfection (facteur 15 a 30). Par 
contre, lorsque Tinfection est realisee dans les memes conditions par TAd3 sauvage, 
la synthese des proteines structurales n'est reduite que d'un facteur 1,5 a 2, ce qui 

20 suggere que la neutralisation adenovirals par MH20 est serotype dependante. 

EXEMPLE 7 : Affmite de la fibre Ad5 pour les peptides FN20 et MH20. 

5, 10 et 25 jaM de peptides synthetiques FN20 ou MH20 sont immobilises sur 
25 la surface polystyrene d'une plaque de microtitration a 96 puits (Nunc, Maxisorb) 
pendant une nuit a 4°C. Apres lavage puis blocage avec une solution d'albumine 
serique bovine (BSA) 3 % dans du tampon PBS, on fait reagir des concentrations 
croissantes de fibres F5-FL581 reprises dans du tampon PBS et marquees 

35 35 

radioactivement (marquage a la [ S] methionine et la [ S] cysteine ; activitc 
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specifique de 50000 a 65000 cpm/^ig de proteine). La fibre adsorbee stir Tun ou 
l'autre des peptides est eluee avec une solution adequate (uree 1M, NaOH 1 M et 
SDS 1 %) puis precipitee en presence d'acide trichloroacetique. La radioactivite 
contenue dans le precipite recupere sur filtre GF/C est comptee a 1'aide d'un 
5 spectrometre a scintillation liquide (Beckman LS-6500) et les constantes de 
dissociation (Kd) determinees selon Scatchard (1949, Annls NY Acad. Sci. 51, 660- 
672). 

Le Kd de la fibre Ad5 marquee a l'egard du peptide MH20 est evalue a 3,0± 
0,6 nM et celui trouve pour le peptide FN20 est de 8,0± 1,9 nM (n=3 dans les deux 
10 cas). 

EXEMPLE 8 : L'infectivite de l'Ad5 est dependante de Texpression des MHC-I 
a la surface des cellules permissives. 



15 La lignee Daudi de lymphoblastoides B, etablie a partir d'un lymphome de 

Burkitt, est naturellement deficiente en I'expression de la p-2 microglobuline et, de 
ce fait, ne possede pas a sa surface les molecules HLA de classe I paudi HLA-). La 
lignee cellulaire E8.1 derivee des Daudi a ete generee par transfection d'un gene 
codant pour ia p-2 microglobuline afin de restaurer I'expression de molecules HLA 

20 de classe I a leur surface (Daudi-HLA+ ; Quillet et al., 1988, J. Immunol. 141, 17- 
20). 

Les experiences d'attachement de TAd5Luc3 a 0°C ont ete menees sur les 
cellules Daudi HLA- et Daudi-HLA+ avec une MOI de trois ordres de magnitude 
plus forte que celle employee dans le cas des cellules HeLa (0,3 a 150 pfij/10 5 
25 cellules). L'activite luciferase mesuree dans les lysats celluiaires 18 h post-infection' 
est representee a la Figure 4. Lorsque Tinfection concerne les cellules Daudi-HLA+, 
1'activite luciferase augmente regulierement d'une maniere MOI dependante jusqu'a 
atteindre un plateau au dela de 5 pfu/10 5 cellules. Pour ce qui est des cellules Daudi 
HLA-, le signal luminescent est tres faible (3 a 4 ordres dc magnitude) par rapport 
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a celui observe avec les cellules pourvues de molecules HLA fonctionnelles a leur 
surface. Ces experiences montrent que Texpression du MHC-I a la surface cellulaire 
est necessaire a Tinfection Ad5. 

5 EXEMPLE 9 ; Ligand bifonctionnel mimant les recepteurs primaires de 

radenovirus, 

Ce exemple decrit la construction d'un peptide bifonctionnel qui contient deux 
domaines, Fun reconnaissant la tete de la fibre adenoviral et Tautre une proteine 

10 cellulaire de surface. On utilise ci-apres un peptide dans iequel le MH20 est fusionne 
au GRP (Gastrin Releasing Peptide). Deux constructions sont possibles, orientant 
les deux domaines peptidiques de facon inversee, N- versus C-terminal, donnant lieu 
au peptide MH20-GRP (SEQ ID No: 22) et au peptide a orientation inverse GRP- 
MH20 (SEQ ID No: 23). 

15 Comme illustre a la Figure 5, la liaison de ce peptide aux recepteurs GRP de 

la surface cellulaire devrait creer des «leurres» de recepteurs viraux du meme type 
que les recepteurs primaires, c'est a dire le domaine a2 des molecules de classe I du 
MHC. Le resultat apparent est de creer ou d'augmenter le nombre de recepteurs 
viraux primaires de radenovirus a la surface de cellules possedant des recepteurs au 

20 GRP. 

Les cellules humaines (HeLa) ou murines (Swiss-3T3 ou NIH-3T3, ATCC 
CRL-1658) sont rincees et incubees entre 0 et 4°C avec une solution isotonique 
(PBS) a 500 \xM en peptide. Apres 1 h, la solution est enlevee et remplacee par 
Finoculum viral (Ad5Luc3) selon un protocole deja decrit (voir ci-avant ou Hong 
25 et al., 1997, EMBO J. 16, 2294-2306). Le virus est incube 1 heure entre 0 et 4°C 
pour permettre son attachement, puis Texces de virus non adsorbe est rince avec du 
milieu de culture pre-refroidi a 4°C et les cellules sont replacees a 37°C en presence 
de milieu de culture pre-chauffe a 37°C. Le virus est endocytose a 37°C et le cycle 
viral se deroule alors pendant 18 a 20 h a 37°C. 
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Comme montre a la Figure 6, on constate que les courbes obtenues en absence 
de tout peptide (courbes temoin indiquees : - peptide) et celles en presence de 
peptide dans Torientation MH20 cote N-terminal - lie au GRP en C-terminal (MH20 
- GRP) presentent une pente identique. 
5 Par contre, dans le cas de Torientation inverse, GRP du cote N-terminal, et 

MH20 du cote C-terminal, r augmentation du nombre de virus adsorbes est 
significative, comme le montre 1'augmentation de Tactivite luciferase : S a 10 fois 
pour le NIH-3T3, 5 a 6 fois pour les cellules HeLa et 2 a 3 fois pour les Swiss-3T3. 
La liaison de la portion GRP du peptide bifonctionnel, ligand des recepteurs GRP, 
10 a permis d'accroitre le nombre apparent de recepteurs de la fibre d'Ad5, de type 
domaine alpha 2 des molecules de classe I du MHC (MHC I-cc2). 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENE RALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM : Centre National de la Recherche Scientifique 

(CNRS) 

(B) RUE: 3 rue Michel Ange 

(C) VILLE: Paris 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 75794 Cedex 16 
<G) TELEPHONE: (33) 01 44 96 40 00 
(H) TELE COP IE : (33) 01 44 96 50 00 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Recepteurs cellulaires des adenovirus, 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 3 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
. (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version 81.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: domaine alpha 2 des antigenes MHC-I 

(positions 156 a 130) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Leu Arg Ala Tyr Leu Glu Gly Thr Cys Val Glu Trp Leu Arg Arg Tyr 
15 10 15 

Leu Glu Asn Gly Lys Glu Thr Leu Gin 
20 25 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: module de type III 1 de la 

fibronectine humaine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Asn Ser His Pro He Gin Trp Asn Ala Pro Gin Pro Ser His He Ser 
15 10 15 

Lys Tyr He Leu Arg Trp Arg Pro Lys Asn 
20 25 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: module de type III 4 de la 

fibronectine humaine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Val Lys Val Thr He Met Trp Thr Pro Pro Glu Ser Ala Val Thr Gly 
15 10 15 

Tyr Arg Val Asp Val He Pro Val Asn 
20 25 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 25 acides amines 
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(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION; lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: module de type III 5 de la 

fibronectine humaine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Ser Thr Val Leu Val Arg Trp Thr Pro Pro Arg Ala Gin He Thr Gly 
15 10 15 

Tyr Arg Leu Thr Val Gly Leu Thr Arg 
20 25 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: module de type III 14 de la 

fibronectine humaine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ'lD NO: 5: 

Asn Ser Leu Leu Val Ser Trp Gin Pro Pro Arg Ala Arg He Thr Gly 
15 10 15 

Tyr He He Lys Tyr Glu Lys Pro Ser 
20 25 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 acides amines 
<B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: peptide de synthese MH20 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 6: 

Arg Ala lie Val Gly Phe Arg Val Gin Trp Leu Arg Arg Tyr Phe Val 
15 10 15 



Asn Gly Ser Arg 
20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



<vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: peptide de synthese FN20 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



Arg His lie Leu Trp Thr Pro Ala Asn Thr Pro Ala Met Gly Tyr Leu 
15 10 15 

Ala Arg Val Ser 
20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 



(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Mas tadenovi rus 
(C) INDIVIDUEL ISOLE: serotype 5 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



Leu Ala Pro lie Ser Gly Thr Val Gin Ser Ala His Leu lie lie Arg 
1 5 10 15 
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Phe Asp 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amin6 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Mastadenovirus 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: serotype 2 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 9: 

Thr Val Ala Ser Val Ser He Phe Leu Arg Phe Asp Gin Asn Gly Val 
15 10 15 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Mastadenovirus 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: serotype 5 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

Leu Asp Pro Glu Tyr Trp Asn Phe Arg Asn Gly Asp Leu Thr 
1 5 10 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 13 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYFE DE MOLECULE: peptide 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Mas tadenovi rus 

(B) SOUCHE: serotype 2 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

Asn Ser Ser Leu Lys Lys His Tyr Trp Asn Phe Arg Asn 
1 5 10 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Mas tadenovirus 

(B) SOUCHE: serotype 5 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese (nt32164 

32205 Ad5) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
CCTAAACTAG GATCCGGCCT TAGTTTTGAC AGCATGGGTG CC 4 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Ma s tadenovi rus 
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(B) SOUCHE: serotype 5 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese (nt- 

32919 32883 Ad5 ) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
CTGTGAGTTT GATTAAGGTA CCGTGATCTG TATAAGC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases. 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Mas tadenovirus 

(B) SOUCHE: serotype 3 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese (Ad3) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GGTCTTACAT TTGACTCTTC CATGGCTATT GC ACT G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Mas tadenovi rus 

(B) SOUCHE: serotype 3 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese (Ad3) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
CAATAAAAAA TGTGGTACCT TATTTTTGTT GTCAG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
<C) NOMBRE DE BRINS : simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii> TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese 

(sequence consensus FNIII) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
TCGAGAGGCA TATACTTTGG ACTCCTGCTA ATACACCGGC AATGGGGTAT G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(Vi) ORIGINE : 

(A) ORGANISME: homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese 
(sequence consensus FNIII) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
TCGACATACC CCATTGCCGG TGTATTAGCA GGAGTCCAAA GTATATGCCT C 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 65 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) ANTI-SENS: NON 
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(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese codant 

pour la sequence consensus MHC-I 



<xi) DESCRIPTION DE LA 'SEQUENCE : SEQ ID NO: 18: 
TCGAGAGGGC TATAGTTGGG TTTAGGGTGC AATGGCTTAG GCGGTATTTT GTGAATGGGT 60 
CGAGG 65 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 65 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese codant 
pour aa 157-176 du MHC-I 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 19: 
TCGACCTCGA CCCATTCACA AAATACCGCC TAAGCCATTG CACCCTAAAC CCAACTATAG 60 
CCCTC 65 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Mastadenovirus 

(B) SOUCHE: serotype 5 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese (nt 

31021-31050 Ad5) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
CCATCCGCAC C C ACT AT GAT CACGTTGTTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Mas tadenovi rus 

(B) SOUCHE: serotype 3 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese (Ad3) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 

CTTCATTTCT TTATCCCCCC ATGGCCA 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: N-terrainal 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: MH20/GRP 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 

Arg Ala He Val Gly Phe Arg Val Gin Trp Leu Arg Arg Tyr Phe Val 
15 10 15 

Asn Gly Ser Arg Lys Met Tyr Pro Arg Gly Asn His Trp Ala Val Gly 
20 25 30 

His Leu Met 
35 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23: 



WO 98/33929 



PCT/FR98/00184 



41 



<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: N-terminal 

(Vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: GRP/MH2 0 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 

Lys Met Tyr Pro Arg Gly Asn His Trp Ala Val Gly His Leu Met Arg 
15 10 15 

Ala lie Val Gly Phe Arg Val Gin Trp Leu Arg Arg Tyr Phe Val Asn 
20 25 30 

Gly Ser Arg 
35 
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Revendications 

1 . Utilisation d'un polypeptide comprenant une sequence en acides amines 
5 homologue ou identique a au moins 6 acides amines continus de la 

sequence telle que montree : 

(a) dans la SEQ ID NO: 1 commen^ant avec le residu leucine en position 
1 et fmissant avec le residu glutamine en position 25, 

(b) dans la SEQ ID NO: 2 commen^ant avec le residu asparagine en 
10 position 1 et finissant avec le residu asparagine en position 26, 

(c) dans ia SEQ ID NO: 3 commen^ant avec le residu valine en position 
1 et finissant avec le residu asparagine en position 25, 

(d) dans la SEQ ID NO: 4 commengant avec le residu serine en position 
1 et fmissant avec le residu arginine en position 25, et/ou 

15 (e) dans la JSEQ ID NO: 5 commengant avec le residu asparagine en 

position 1 et finissant avec le residu serine en position 25 ; 
pour permettre ou faciliter 1'attachement d'un adenovirus a une cellule 
hote et/ou l'entree dudit adenovirus au sein de Iadite cellule hote. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le polypeptide 
20 comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a au 

moins 6 acides amines continus de la sequence telle que montree dans la 
SEQ ID NO: 1 commengant avec le residu leucine en position 1 et 
finissant avec le residu glutamine en position 25. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que le polypeptide 
25 comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a tout 

ou partie d'un antigene du complexe majeur d'histocompatibilite de classe 
I (MHC-I) et, de preference, de la chaine lourde dudit MHC-I. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que le polypeptide 
comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a tout 

30 ou partie du domaine a2 de ladite chaine lourde. 
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5. Utilisation selon la revendication 3 ou 4, caracterisee en ce que le polypeptide 
comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a tout ou 
partie d'un antigene HLA A, B, C, D, E ou F. 

6. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le polypeptide 
5 comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a au moins 

6 acides amines continus de la sequence telle que montree : 

dans la SEQ ID NO: 2 commencpant avec le residu asparagine en position 
1 et finissant avec le residu asparagine en position 26, 

dans la SEQ ID NO: 3 commen<?ant avec le residu valine en position 1 et 
10 finissant avec le residu asparagine en position 25, 

dans la SEQ ID NO: 4 commencant avec le residu serine en position 1 et 
finissant avec le residu arginine en position 25, et/ou 

dans la SEQ ID NO: 5 commencant avec le residu asparagine en position 
1 et finissant avec le residu serine en position 25. 
15 7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que ledit polypeptide 
comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a tout ou 
partie de la fibronectine. 

8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que ledit polypeptide 
comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a tout ou 

20 partie d'au moins un module de type III de la fibronectine. 

9. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee en ce que ledit 
adenovirus est de serotype C. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que ledit adenovirus est 
de serotype 2 ou 5. 

25 11. Cellule capable d'exprirner un polypeptide tel que defini selon Tune des 
revendications 1 a 10. 

12. Cellule selon la revendication 1 1, caracterisee en ce que ladite cellule surexprime 
ledit polypeptide. 

13. Utilisation d'une cellule selon la revendication 11 ou 12, pour permettre ou 
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faciliter l'attachement d'un adenovirus a ladite cellule et/ou 1'entree dudit 
adenovirus au sein de ladite cellule. 

14. Utilisation d'un ligand pour influencer l'attachement d'un adenovirus a une cellule 
hote et/ou 1'entree dudit adenovirus au sein de ladite cellule hote medies par un 

5 polypeptide tel que defini dans l'une des. revendications 1 a 10. 

15. Utilisation d'un ligand selon la revendication 14, pour influencer de fagon 
negative l'attachement d'un adenovirus a ladite cellule hote et/ou 1'entree dudit 
adenovirus au sein de ladite cellule hote medies par un polypeptide tel que defini 
selon l'une des revendications 1 a 5 et 9 et 10. 

10 16. Utilisation d'un ligand selon la revendication 15, caracterisee en ce que ledit 
ligand comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a au 
moins 6 acides amines continus compris dans la sequence telle que montree 
dans la SEQ ID NO: 6 commengant avec le residu arginine en position 1 et 
finissant avec le residu arginine en position 20. 

15 17. Utilisation d'un ligand selon la revendication 14, pour influencer de fapon 
positive l'attachement d'un adenovirus a ladite cellule hote et/ou 1'entree dudit 
adenovirus au sein de ladite cellule hote medies par un polypeptide tel que defini 
selon Tune des revendications 1 et 6 a 10. 

18. Utilisation d'un ligand selon la revendication 17, caracterisee en ce que ledit 
20 ligand comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a au 

moins 6 acides amines continus compris dans la sequence telle que montree 
dans la SEQ ID NO: 7 commen9ant avec le residu arginine en position 1 et 
finissant avec ie residu serine en position 20. 

19. Utilisation d'un ligand selon l'une des revendications 14 a 18, caracterisee en ce 
25 que ledit ligand a une constante de dissociation (kd) a 1'egard dudit adenovirus 

de 0,01 a 100 nM, et notamment de 0,1 a 50 nM. 

20. Ligand tel que defini dans la revendication 16, 18 ou 19. 

21. Utilisation d'un ligand selon la revendication 14, caracterisee en ce que ledit 
ligand est d'origine adenovirale. 
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22. Utilisation selon la revendication 21, caracterisee en ce que ledit ligand derive 
de la fibre d'un adenovirus et, notamment, du domaine de la tete. 

23. Utilisation selon la revendication 22 pour interagir avec un polypeptide tel que 
defini selon Tune des revendications 1 a 5 et.9 et 10, caracterisee en ce que ledit 

5 ligand derive de la fibre d'un adenovirus de serotype 5 et comprend une 

sequence en acides amines homologue ou identique a au moins 6 acides amines 
continus de la sequence telle que montree dans la SEQ ID NO: 8 commcnsant 
avec le residu leucine en position 1 et finissant avec le residu acide aspartique 
en position 18. 

10 24. Utilisation selon la revendication 22 pour interagir avec un polypeptide tel que 
defini selon l'une des revendications 1 a 5 et 9 et 10, caracterisee en ce que ledit 
ligand derive de la fibre d'un adenovirus de serotype 2 et comprend une 
sequence en acides amines homologue ou identique a au moins 6 acides amines 
continus de la sequence telle que montree dans la SEQ ID NO: 9 , commensant 

15 avec le residu threonine en position 1 et finissant avec le residu valine en 

position 16. . 

25. Utilisation selon la revendication 22 pour interagir avec un polypeptide tel que 
; defini selon Tune des revendications 1 et 6 a 10, caracterisee en ce que ledit 

ligand derive de la fibre d'un adenovirus de serotype 5 et comprend une 
20 sequence en acides amines homologue ou identique a au moins 6 acides amines 

continus de la sequence telle que montree dans ia SEQ ID NO: 10 commen^ant 
avec le residu leucine en position 1 et finissant avec le residu threonine en 
position 14. 

26. Utilisation selon la revendication 22 pour interagir avec un polypeptide tel que 
25 defini selon Tune des revendications 1 et 6 a 10, caracterisee en ce que ledit 

ligand derive de la fibre d'un adenovirus de serotype 2 et comprend une 
sequence en acides amines homologue ou identique a au moins 6 acides amines 
continus de la sequence telle que montree dans la SEQ ID NO: 1 1 commenQant 
par le residu asparagine en position 1 et se terminant au residu asparagine en 
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position 13. 

27. Utilisation d'un ligand selon Tune des revendications 14 a 26, pour la preparation 
d'un medicament destine a inhiber ou diminuer une infection par un adenovirus. 

28. Utilisation d'un ligand selon Tune des revendications 14 a 26, pour la preparation 
5 d'un medicament destine a favoriser ou faciliter une infection par un adenovirus 

et, en particulier, un adenovirus recombinant. 

29. Methode pour selectionner ou identifier un recepteur cellulaire d'un virus dans 
un echantillon approprie, comprenant les etapes suivantes : 

(a) immobilisation sur un support inerte d'un reactif d'origine virale 
10 comprenant tout ou partie d'une proteine de surface dudit virus determinant 

l'attachement dudit virus audit recepteur cellulaire, 

(b) incubation pendant un temps determine avec ledit echantillon, 

(c) elution de l'echantillon retenu a I'etape (b) avec tout ou partie d'un 
anticorps dirige contre ledit reactif d'origine virale, et 

1 5 (d) analyse de l'echantillon elue a I'etape (c). 

30. Methode pour selectionner ou identifier la partie d'une proteine virale 
determinant l'attachement d'un virus a un recepteur cellulaire dans un echantillon 
approprie, comprenant les etapes suivantes : 

(a) immobilisation sur un support inerte de tout ou partie d'un anticorps dirige 
20 contre ladite proteine virale, 

(b) incubation pendant un temps determine avec ledit echantillon, 

(c) elution de l'echantillon retenu a I'etape (b) avec un reactif d'origine virale 
comprenant tout ou partie de ladite proteine virale, et 

(d) analyse de l'echantillon elue a I'etape (c). 

25 31. Methode selon la revendication 29 ou 30, caracterisee en ce que ledit echantillon 
est une bibliotheque peptidique ou une bibliotheque de phages exprimant des 
motifs peptidiques. 

32. Methode selon Tune des revendications 29 a 3 1, caracterisee en ce que ledit virus 
est un adenovirus, notamment de serotype C, le reactif d'origine virale 
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comprend a tout ou partie de la fibre et, notamment, de la tete d'un adenovirus 
et l'anticorps est inhibiteur de l'attachement du virus a la surface de la cellule 
hote. 

33. Utilisation d'un ligand bifonctionnel pour le ciblage d'un adenovirus vers une 
5 proteine de surface cellulaire autre que le recepteur cellulaire naturel dudit 

adenovirus, ledit ligand bifonctionnel comportant une premiere partie ligand 
capable d'interagir avec la fibre dudit adenovirus, une deuxieme partie ligand 
capable d'interagir avec ladite proteine de surface cellulaire et, eventuellement, 
un espaceur entre lesdites premiere et deuxieme parties ligands ; ladite premiere 
10 partie ligand ayant les caracteristiques du ligand tel que defini aux 

revendications 14 a 20. . 

34. Utilisation selon la revendication 33, seion laquelle ladite premiere partie ligand 
comprend une sequence en acides amines homologue ou identique a au moins 
6 acides amines continus compris dans la SEQ ID NO: 6 et plus 

15 particulierement a une sequence en acides amines identique a la SEQ ID NO: 

6 commen<?ant avec Ie residu arginine en position 1 et finissant avec le residu 
arginine en position 20. 

35. Utilisation selon la revendication 33 ou 34, selon laquelle iedit ligand 
bifonctionnel comprend une sequence en acides amines homologue ou identique 

20 a tout ou partie de la sequence telle que montree : 

(i) dans la SEQ ID NO: 22 debutant au residu arganine en position 1 et 
finissant avec le residu methionine en position 35, ou 

(ii) dans la SEQ ID NO: 23 debutant au residu lysine en position 1 et finissant 
avec le residu arginine en position 35. 

25 36. Ligand bifonctionnel tel que defini dans Tune des revendications 33 a 35. 

37. Cellule portant a sa surface un ligand bifonctionnel selon la revendication 36. 
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( b ) Sequence consensus generee par competition avec 7A2.7 
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( d ) Sequence consensus generee par competition avec ID6.3 

ARA - I VGFRVQW -LRRY FV -MGSRET I 

domaine cc2 HLA (consensus) : 

15S L R AYLEGTCVEW- LRRY LE-N G - KETL Q lS0 
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(57) Abstract 

The invention concerns the use of a polypeptide compris- 
ing at least 6 continuous amino acids of the sequence as shown in 
the sequence identifiers 1 to 5 as cell receptor and/or co-receptor 
of adenoviruses. It also concerns the use of a cell capable of 
expressing such a polypeptide and that of a ligand capable of 
influencing the binding of an adenovirus to a host cell and/or its 
insertion in said cell. Finally, the invention further concerns a 
method for selecting or identifying a cell receptor of a virus or 
part of a viral protein determining the binding of the virus to its 
cell receptor and the use of a bi-functional ligand for targeting 
an adenovirus towards a host cell bearing on its surface a surface 
protein other than the natural cell receptor of said adenovirus. 

(57) Abrcge* 

La presente invention a pour objet l'utilisation d'un 
polypeptide comprenant au moins 6 acides amines continus de la 
sequence telle que montree dans les identificateurs de sequence 
1 a 5 a titre de recepteur et/ou co-n5cepteur cellulaire des 
adenovirus. Elle concerne 6galerrient V utilisation d'une cellule 
capable d'exprimer un tel polypeptide ainsi que celle d'un ligand 
capable d'influencer 1'attachement d'un addnovirus a une cellule 
hdte et/ou son entr6e au sein de ladite cellule hdte. Enfin, elle a 
6galement trait a une mdthode pour sdlectionner ou identifier un 
recepteur cellulaire d'un virus ou la partie d'une proline virale 
determinant 1'attachement du virus a son recepteur cellulaire 
ainsi qu'a l'utilisation d'un ligand bifonctionnel pour cibler 
un ad6novirus vers une cellule hdte portant a sa surface une 
proteMne de surface autre. que le recepteur cellulaire naturel dudit 
adenovirus. 
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1. |~x] Claims Nos.: 

1 — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely; 

Although claims 1 to 5 and 13 relate to a method for treating the human/animal 
body, the search has been carried out and based on the effects imputed to the 
product/the composition 

2. | | ClaimsNos.: 

— because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I I ClaimsNos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 

see annex 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. r~~| No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
* — & restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 

2-5 and in part 1,11-13 (group 1) 

Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicants protest. 

j | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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The international searching authority has found a plurality of (groups of) inventions in the 
International Application, namely: 

1. claims: 2 to 5 and, in part, 1, 11-13 

Utilisation of a polypeptide comprising an aminoacid sequence which is 
homologous or identical to at least 6 continuous aminoacids of sequence 1 in 
order to enable or facilitate the binding of said adenovirus to the host cell and/or 
the entry of said adenovirus into said host cell and cell capable of expressing such 
a polypeptide. 

2. claims: 6-10 and, in pan, l t 11-13 

Utilisation of a polypeptide comprising an aminoacid sequence which is 
homologous or identical to at least 6 continuous aminoacids of a sequence such as 
that which is disclosed in the sequences 2, 3, 4 or 5 in order enable or facilitate the 
binding of said adenovirus to the host cell and/or the entry of said adenovirus into 
said host ceil and cell capable of expressing such a polypeptide. 

3. claims: 15, 16, 23 and, in pan, 14, 19-20, 27-28, 36-37 

Utilisation of a soluble receptor polypeptide as ligand in order influence in a 
negative way the binding of an adenovirus to a host cell and/or the entry of said 
adenovirus into said host cell. 

4. claims: 17, 18 and 23, and, in part, 14, 19-20, 27-28, 33-37 

Utilisation of a soluble receptor polypeptide as ligand in order to influence in a 
positive way the binding of an adenovirus to a host cell and/or the entry of said 
adenovirus into said host cell. 

5. claims: 21-26 and, in pan, 14, 19-20, 27-28, 33-37 

Utilisation of a ligand polypeptide of adenoviral origin in order to influence the 
binding of an adenovirus to a host cell and/or the entry of said adenovirus into 
said host ceil. 

6. claims: in part 14, 19-20, 27-28, 33-37 

Utilisation of a ligand to influence the binding of an adenovirus to a host cell 
and/or the entry of said adenovirus into said host cell in cases not related to 
subjects 3, 4 and 5. 

7. claims: 29-32 

Biological biowashing method for selecting or identifying one of the entities of 
the binding couple viral protein/receptor of the permissive cell of a virus in an 
appropriate sample, comprising the following steps: 
(a) immobilization on an inert support either with the direct technique in order to identify the 
cell receptor of the viral reactant comprising all or part of a surface protein of said vims or 
with the indirect technique in order to identify the portion of the viral protein which 
determines the binding of the virus to a cell receptor, with antibodies directed against said 
viral protein; 
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(b) incubation during a predetermined time with said sample; 

(c) elution of the sample of step (b) with the complementary adequate reactant; 

(d) analysis of the eluted sample of step (c). 

8. claims: in part 14, 19-20, 27-28, 33-37 

Utilisation of a bifonctional ligand for the targeting of an adenovirus to a cell 
surface protein other than the natural receptor of said adenovirus, said bifonctional 
ligand comprising a first ligand portion capable of interacting with the fiber of 
said adenovirus, a second ligand portion capable of interacting with said cell 
surface protein and, optionally, a spacer between said first and second ligand 
portions, said first ligand portion having the characteristics of the ligand such as 
defined in claims 14 to 20. 
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teortroqus pertinent, maia oit* pour oomprandra to pdnopa 
ou to meorie eonatituant to baaa da r invention 

•X* dooumant pmrtiouitorarnent pertinent; i'tnvention revendiquee P?"* 
etoooraidefee oomma natives* ou oomma tripliquant una aotwta 
I n ve nti ve par rapport au dooumant oonaidere iaolement 

*Y* dooumant parbouttoramant partinant; finven bon revendiquee 

napeutetreoonaidefee oomma impliquant una aobv itd sw orruvo 
toraqua la dooumant aat assooie 4 un ou pluaaiura autrea 
dooumanta da mama nature, oatta oombirtaiaon atont evstonte 
pour una parson na du metier 

•a* dooumant qui fait parbs da to mama farrekede bravata 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



D nde Internationale No 

PCT/FR 98/G0184 



C(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMUE PERTINENTS 



Cattgorie *| Identification des documents cites, a vac, to casecheant, lindi cation doa paasagea pertinents 



. dv* revindications viaeee 



P.X 



HONG, S.S. & BOULANGER, P.: "Protein 
ligands of the human adenovirus type 2 
outer capsid identified by biopanning of a 
phage-di splayed peptide library on 
separate domains of wild- type and mutant 
penton capsomers" 
EMBO JOURNAL. , 

vol. 14, no. 19, 1995, EYNSHAM, OXFORD 
GB, 

pages 4714-4727, XP002051922 
voir le document en entier 

CHROBOCZEK, J. ET AL.: "Adenovirus fiber" 

CURRENT TOPICS IN MICROBIOLOGY AND 

IMMUNOLOGY, 

vol. 199, 1995, 

pages 163-200, XP002051923 

cite dans la demande 

voir page 195, alinea 3 - alinea 4 

HONG, J.S. & ENGLER, J. A.: "Domains 

required for assembly of adenovirus type 2 

fiber t rimers" 

JOURNAL OF VIROLOGY. , 

vol. 70, no. 10, octobre 1996, I CAN 

SOCIETY FOR MICROBIOLOGY US, 

pages 7071-7078, XP002052153 

voir page 7078, colonne 1, alinea 2 

US 5 385 888 A (G00DEN0W ROBERT S ET AL) 

31 janvier 1995 

voir le document en entier 

W0 95 05189 A (UNIV CALIFORNIA) 23 fevrier 
1995 

voir le document en entier 

W0 94 05303 A (UNIV OKLAHOMA STATE) 17 
mars 1994 

voir le document en entier 

HONG, S.S. ET AL.: "Adenovirus type 5 
fiber knob binds to MHC class I alpha 2 
domain at the surface of the human 
epithelial and B lymphoblastoid cells" 
EMBO JOURNAL. , 

vol. 16, no. 9, 1 mai 1997, EYNSHAM, 
OXFORD GB, 

pages 2294-2306, XP002O51924 
voir le document en entier 
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RAPPORT OE RECHERCHE INTERNA!! NAL£ 



PCT/FR 98/00184 



Cadra I Obaarvationa - tocaqu'il a mtm aatima qua cartainaa ravandicationa na pouvawnt pas fair* I'objat d 
(auita du point 1 da la pramiara faullla) 



Conformamani a I'artiota 17.2)a), eartamas ravsnojoattona n'ont pas fait I'objat d'una faoharaha pour tmm motrrs aurvants: 

1 . | X I Lm isvaiiiJiuslkn n°* 

' M rB pport«nt a tin objat a I'agard duqtMl ra*ntnmtration n asi pu tanua da prooadar a la raoharcha, a aavoir: 

Remarque: B1en que la(les) revendication( s) 1 a 5 et 13 

concernent une mdthode de traltement du corps humain/anlmal , 

la recherche a 6te effectuee et basee sur les effets Imputes 
au produ1t/a la composition. 



□ 



n"" 

aa rapportant a das partias da la damanda mtamationaia qui na rampJiasant paa sufntammerrt las oondnrons presents* pour 
qu una raohsraha signinoativa putsaa atra anaeftuaa, an partieuear: 



3. I | Las nvtnriwtfwftt n°* 

tftm ffwandtoattona dapandantaa at na sont pas radtaaas oontormamsnt aui diapoaitions da la dauxioms i 
troiaiama pnrasas da la ragla 6.4.a). 



Garfta II Obaarvattona • loraqu'U y a atoa a nc a d'unita de J'inventton (autta du point 2 da U p rami era tauiila) 



L'admtntstratoon charge* da la l at i wul ia mtamationaia a trouva piuaiaura invantiona dana la damanda intamationale, a savoir: 



see annex 



1 _ | | Comma toutaa laa taxaa additionnaUaa ont ate payaaa dana la a dalais par Is da oo a ant, ts press m rapport da rscharehs 
L. -J attain anonals porta sur toutaa las rsvandteattorta pouvant fairs I'objet d'una raonamha. 

2. I I Comma toutaa las ra chs r oha a port art! sur las ravandtoattona qui ay praiaiont ont pu atra aW a o tu aaa aana sftort parUouiier 
juatinant uns tmxm sddoionnalla, radmtntstratien n a solUoits la paiamsnt d'aueuns tax* da oatta natura. 



3. I I Comma una partis saulamant das taxas addttionnailaa dsmandsss a mtm pay* a dans laa dalaia par la dooosanl, to praaant 
L J l au p u i t da ra onamha mtamationaia na porta qua aur laa rsvondioattons pour lasqualioa las taxas ont ata payaes, a s avoir 
laa ravsndioations n °* 



4. I X I Auouna taxa addrtennaUa domandae n'a ata pay** dans las oataia par Is daposant. En eonaaqusnoa, la praaant rapport 
I I d# raonarcno tntamanonaJa no ports qua sur I' invention momionnaa an promts r itsu dans laa ravsndioations; slta ast 
oouvn* par las favan dioat i o ns n °* 

2-5 et part "tenement 1,11-13 (groupe 1) 



Ramarqua quant a ta raaarva | | Las taxaa addibannallas ataiant aocompagnaaa d'una rassrva da la part du deposan: 

| [ La pasamant das taxas additionnollas natait assort] d aueuna rassrva. 
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Demands international. No. PCT/ FR 98/00184 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PGT/ISA/ 210 



L 1 administration chargee de la recherche Internationale a trouve 
plusieurs (groupes d 1 ) inventions dans la demande international, £ 
savoir: 

1. revendi cations: 2 a 5 et partiellement 1, 11-13 

Utilisation d'un polypeptide comprenant une sequence en 
acides amines homologue ou identique a au moins 6 acides 
amines continus de la sequence 1 pour permettre ou 
faciliter 1'attachement dudit adenovirus & la cellule hote 
et/ou Tentree dudit adenovirus au sein de ladite cellule 
h6te et cellule capable d'exprimer un tel polypeptide. 



2. revendi cations: 6 a 10 et partiellement 1, 11-13 

Utilisation d'un polypeptide comprenant une sequence en 
acides amines homologue ou identique a au moins 6 acides 
amines continus d'une sequence telle que montree dans les 
sequences 2, 3 t 4, ou 5 pour permettre ou faciliter 
rattachement dudit adenovirus a la cellule hote et/ou 
Tentree dudit adenovirus au sein de ladite cellule hote et 
cellule capable d'exprimer un tel polypeptide. 



3. revendications: 15, 16, 23 et partiellement 14. 19-20, 27-28, 33-37 



Utilisation d'un polypeptide recepteur soluble coime ligand 
pour influencer de maniere negative 1 1 attachement d'un 
adenovirus a une cellule hote et/ou l'entree dudit 
adenovirus au sein de ladite cellule hote- 



4. revendications: 17,18 et 23 et partiellement 14, 19-20, 27-28, 
33-37 



Utilisation d'un polypeptide recepteur soluble comme ligand 
pour influencer de maniere positive Tattachement d'un 
adenovirus a une cellule hote et/ou Tentree dudit 
adenovirus au sein de ladite cellule h6te 



5. revendications: 21 d 26 et partiellement 14, 19-20, 27-28, 33-37 

Utilisation d'un polypeptide ligand d'origine adenovirale 
pour influencer Tattachement d'un adenovirus a une cellule 
hote et/ou Tentree dudit adenovirus au sein de ladite 
eel lule hote 



6. revendications: partiellement 14, 19-20, 27-28, 33-37 

Utilisation d'un ligand pour influencer Tattachement 
d'un adenovirus a une cellule hote et/ou Tentree dudit 



Demands internabonale No. PCT/ FR 98/00184 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



adenovirus au sein de ladite cellule hote dans les cas ne 
relevant pas des sujets 3, 4» et 5. 



7. revendi cations: 29-32 

MSthode de biorpaillage pour selectionner ou identifier 
l'une des entites du couple de liaison proteine 
viral e/recepteur de la cellule permissive d'un virus dans 
un echantillon approprie, comprenant les etapes : 

(a) inmobi lisation sur un support inerte soit dans la 
technique directe pour identifier le recepteur cellulaire, 
du reactif d*origine virale comprenant tout ou partie d'une 
proteine de surface dudit virus* soit dans la technique 
indirecte pour identifier la partie de la proteine virale 
determinant l'attachement du virus £ un recepteur 
cellulaire, avec des ant i corps diriges centre ladite 
proteine virale, 

(b) incubation pendant un temps determine avec ledit 
echanti 1 Ion 

(c) elution de 1'echantillon retenu a Tetape (b) avec le 
reactif complementaire adequat 

(d) analyse de Techantillon elue a I'etape (c) 



8. revendi cations: partiellement 14, 19-26, 27-28, 33-37 

Utilisation d'un ligand bifonctionnel pour le ciblage d'un 
adenovirus vers une proteine de surface cellulaire autre que 
le recepteur naturel dudit adenovirus, ledit ligand 
bifonctionnel comport ant une premiere partie ligand capable 
d'interagir avec la fibre dudit adenovirus, une deuxieme 
partie ligand capable d'interagir avecladite proteine de 
surface cellulaire et, Sventuellement, un espaceur entre 
lesdites premiere et deuxieme parties ligands, ladite 
premiere partie ligand ayant les caracteristiques du ligand 
tel que defini aux revendi cations 14 & 20 . 
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